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Doxvcvclin-requlierbare Genexp ression in adenoviral en 
Vektoren fur die Genther apie malioner Brkrankungen 



Die Erfindung betrifft rekombinante adenovirale Vektoren, 
die durch Doxycyclin hochef f izient supprimiert werden 
konnen sowie deren r Verwendung zur Durchfiihrung einjr 
Genexpression in eukaryoten Zellen, insbesondere "^m 
Rahmen einer Gentherapie. 



Bosartige Erkrankungen sind eine der haufigsten Todesur- 
sachen des Menschen. Bei f ortgeschrittenen und metasta- 
sierten soliden Tumorerkrankungen sind die therapeuti- 
schen Moglichkeiten immer noch sebr limitiert und das 5- 
JaJtiresuberleben vieler dieser Karzinomerkrankungen be- 
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tragt weniger als 10%. Daher stellt die metastasierte 
Karzinomerkrankung eine der groSten Herausf orderungen in 
der experimentellen Medizin dar. Durch Einschleusen the- 
rapeutischer Gene in Tumorzellen eroffneten gentherapeu- 
tische Ansatze neue Perspektiven in der Therapie dieser 
Erkrankungen . 

Adenoviren ermoglichen den effizienten Transfer und die 
Expression therapeutischer Gene in verschiedene Gewebe 
und Zelllinien. Insbesondere die Weiterentwicklung rekom- 
binanter adenoviraler Vektoren hat die experimentellen 
Ansatze in der adenoviralen Gentherapie maligner Erkran- 
kungen ermoglicht (1) . 

Mit der hohen Effizienz des Gentransfers sind genthera- 
peutische Ansatze heute haufig durch die Toxizitat 
infolge unkontrollierter Trans genexpress ion limitiert. 
Insbesondere bei der adenoviral vermittelten Expression 
von Zytokinen wie Interleukin- 2 , Interleukin-12 , Inter- 
leukin-18 Oder Tumor Nekrose Faktor a kann es auch bei 
intratumoraler Gabe der rekombinanten Adenoviren zu uner- 
warteten erheblichen systemischen Nebenwirkungen kommen. 
Eine den konstitutiven Promotoren ( Cytomegalovirus -Preao- 
tor) vergleichbare Genexpression nach erfolgter adenovi- 
raler Infektion mit rekombinanten Vektoren konnte bislang 
nicht effizient kontrolliert werden. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Entwicklung 
adenoviraler Vektoren fur die Gentherapie solider Tumo- 
ren, die zum einen eine effiziente, den konstitutiven 
Promotoren ( Cytomegalovirus -Promotor und Rous-Sarkoma- 
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virus -Promo tor) vergleichbare oder sogar hohere Genex- 
pression ermoglichen, zura anderen bei Auftreten 
transgenbedingter unerwiinschter Nebenwirkungen durch 
Zugabe einer nichttoxischen Substanz diese Transgenex- 
pression hochsignif ikant supprimieren lassen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS dadurch gelost, dass 
die adenoviral vermittelte therapeutische Genexpression 
unter Kontrolle eines integrierten tetracyclin- regulier- 
baren Systems erfolgt. Die Verwendung einer autoregulier- 
ten, Doxycyclin- und Tetracyclin-abhangigen TetR-VP16 
Transaktivator-Fusionsprotein-Expression ermdglicht dabei 
zusammen mit einem bicistronischen TetO-Promot or system 
sowohl die hohe Transgenexpression, als auch eine sehr 
effiziente Suppression in Gegenwart pharmakologischer 
Konzentrationen von Doxycyclin oder Tetracyclin. 

Das Tet-System, welches erstmals in E.coli beschrieben 
wurde, ist ein geeignetes Werkzeug zur regulierten Gen- 
expression. So konnte eine Suppression der Genexpression 
durch Zugabe von Doxycyclin unter Verwendung eines 
Tetracyclin-Repressors und eines dazugehorigen Operators 
erzielt . werden. Fur die Konstruktion Jer 

erfindungsgemaSen rekombinanten Adenoviren wurde dieses 
Systems weiterentwickelt . Dazu wurde das Tetracyclin 
induzierbare Repressor-Protein (tetR) mit der 
transkriptionellen Aktivierungsdomane des Herpes simplex 
Virus VP16 fusioniert. Im Vordergrund steht dabei nicht 
mehr die Inhibition durch Bindung des tetR an das Operon, 
sondern die Posit ionierung des VP16 Transaktivators (2, 
3) . Entsprechend wurde fur unsere Erfindung auch ein 
heptamerisiertes TetO Operon mit zwei f lankierenden 
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Minimalpromotoren (4) verwendet. Dieses System (Abb. 1) 
fuhrt zur autoregulierten f ransaktivator-Expression im 
Sinne eines positiven Feedback -Mechahismus uber einen der 
Minimalpromotoren. Gleichzeitig wird ein therapeutisches 
Transgen uber den anderen f lankierenden Minimalpromoter 
exprimiert. Doxycyclin und Tetracyclin binden an die 
tetR-Komponente und eine Anderung der sterischen 
Konf ormation fuhrt zu einem Verlust der Bindung des ' tetR 
an den Operator. Die Dissoziation des Transaktivators von 
den Minimalpromotoren hat dann eine Reduktion der 
Genexpression zur Folge. 

Der hier beschriebene Ansatz stellt die erstmalige 
Verwendung dieses autoregulierten Systems in rekombinan- 
ten adenoviralen Vektoren dar. 

Gegenstand der Erfindung sind daher insbesondere rekorabi- 
nante Vektoren nach den Anspruchen 1 bis 9, ein Verfahren 
zur Genexpression nach den Anspruchen 10 bis 13 sowie die 
Verwendung der Vektoren zur Genexpression bzw. in der 
Therapie maligner Erkrankungen. 

Insbesondere ' betrif ft die Erfindung ein Verfahren " ^sur 
Durchfuhrung einer Genexpression in eukaryoten 
Zelllinien, bei dem zur Genexpression rekombinante 
adenovirale Vektoren verwendet werden, wobei die 
Genexpression durch einen bicistronischen Promo tor 
vermittelt wird und zur Genexpression ein Tetracyclin- 
Repressor / vP16-Transaktivator-Fusionsprotein erzeugt 
wird. Das Tetracyclin- und Doxycyclin-regulierbare System 
wird vorzugsweise in die El -Region rekombinanter 
Adenoviren kloniert wird. Altemativ kann es auch in die 
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E3- oder E4 -Region rekombinanter Adenoviren kloniert 
sein. 

GemaS einer besonderen Ausfuhrungsf orrn ist in dasselbe 
Adenovirus ein Tet-Operator zur. Bindung des Tetracyclin- 
Repressor / VP16-Transaktivator Fusionsproteins 
integriert. Vorzugsweise wird der in die El-Region 
rekombinanter Adenoviren integrierte Tet-Operator von 2 
Promotoren flankiert, wobei einer der f lankierenden 
Promotoren zur Expression eines Tetracyclin-Repressor / 
VP16-Transaktivator Fusionsproteins, eines Luciferase- 
Genes, eines Fluoreszenzprotein-Genes , eines Interleukin- 
12 Genes, eines Interleukin-18 Genes, eines Inter leukin- 2 
Genes, eines single-cnain Interleukin-12 Genes, eines 
Tumor Nekrose Faktor a Genes, eines Interferon-y Genes 
oder eines Interleukin-12 Genes verwendet wird. 

Die Erfindung betrifft ferner Verfanren, bei dem einer 
der flankierenden Promotoren zur Expression eines Genes 
zur Apoptose-lnduktion, zur Expression des BAX Genes, zur 
Expression des FAS-L Genes, eines Suizid-Genes, eines 
Thymidin-Kinase-Genes, eines Cytosin-Deaminase-Genes oder 
eines S-Galaktosidase-Genes verwendet wird. ' -* 

GemaS altemativer Ausfuhrungsformen wird das 
erfindungsgemaSe Verfanren durchgef uhrt , indem man das 
Tetracyclin- und Doxycyclin-regulierbare System in 
Adenoassoziierte Adenoviren (AAV) . Vorzugsweise verwendet 
man als virale Vektoren rekombinante Retroviren, 
rekombinante Herpes Simplex Viren, rekombinante 
Retroviren, Hepatitis-B Viren, Hepatitis-C Viren oder HI 
Viren. 
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Zur Regulation der Genexpression wird erf indungsgemaS 
bevorzugt Doxycyclin verwendet. GemaS einer besonderen 
Ausfuhrungsform verwendet man Tetracyclic Oxy- 
tetracyclin, Chlortetracyclin, Demeclocyclin, Methacyclin 
oder Minocyclin. 

im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird ein Verfahren 
bereitgestellt, bei dem Tet -Repressor- Fusionsproteine 
oder Tet-Repressor-Mutanten-Fusionsproteine zur 

Tetracyclin-supprimierbaren Genexpression verwendet 
werden. 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand eines Beispiels 
naher erlautert. 



Beispiele 

Klonierung und Amplif ikation der Vektoren 

DNA-Fragmente warden mittels Agarose Gelelektrophorese 
getrennt und aus der Agarose unter Verwendung eines- -gel 
Extraktions-Kits (Qiagen, Valencia, USA) isoliert. Fiir 
die Propagierung von Plasmid-DNA wurden DH5a E.coli Zel- 
len verwendet. Die Preparation von Plasmid-DNA erfolgte 
nach einer modif izierten alkalischen Lyse und Aufrei- 
nigung uber Ionen-Austauscher-Saulen (Qiagen) . Vor Trans- 
fektion wurde eine LPS Kontamination durch Triton-X 
Extraktion reduziert. Das Plasmid pBIG3r wurde von 
Strathdee (4) zur Verfugung gestellt. Die cDNA fiir die 
Firefly-Lucif erase wurde aus pGL3basic (Promega, Madison, 
USA) mittels Bglll und Xbal Verdau isoliert und in 
Spel/BamHI geschnittenen pBIG3r kloniert (pBIG3rluc) . Die 
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adenovirals Expressionskassette in pAd.CMV wurde durch 
Verdau mit Xbal und Sail entfemt und die Schnittstellen 
mit T4 DNA Polymerase aufgefullt. pBIG3rluc wurde dann 
mit PvuII und Sail verdaut und das Fragment mit der 
bicistronischen Expressionskassette in den pAd.CMV li- 
giert. Das daraus resultierende adenovirale Expressions- 
plasmid pAd.3r-luc beinhaltet die bidirektionale Expres- 
sionskassette, 5' flankiert von den Basen 1 - 456 des AD5 
Genomes einschliefilich des linken ITR sowie 3' flankiert 
die Basen 3346 - 5865 des AD5 . Die Minimal TK-Promotor 
Expression des tTA war antiparallel und die Minimal CMV- 
Promotor Expression des Lucif erase-Genes parallel zur 
adenoviralen El Transkription . Die murine single- chain 
Interleukin-12 cDNA entstammt pSFG.IL12 (R.C. Mulligan) 
nach Verdau mit Ncol und EcoRV. Dieses Fragment wurde in 
die Nhel/Sall Site des pAd.3r-luc subkloniert und ersetzt 
somit das Lucif erase-Gen. 

Rekombinante El deletierte Adenoviren wurden nach Kalzi- 
umphosphat vermittelter Koprazipitation adenoviraler Ex- 
pressionsplasmide mit pBHGlO in 293 Zellen (stabil El- 
trans formiert) generiert, Plaque -gereinigt, in 293 Zellen 
amplifiziert und CsCl Dichtegradienten-auf gereinigt . Die 
Titration der rekombinanten Adenoviren erfolgte mittels 
Plague-Assay. Die Sequenz wurde nach Isolation viraler 
DNA (Qiagen DNA Blood Kit) mittels PCR bestimmt urn 
Insertion, Transaktivatorseguenz und Orientierung -^zu 
uberpruf en. 



Ergebnisse 

Nach Klonierung der Kassette zur autoregulierten, Doxy- 
cyclin-supprimierbaren Genexpression in die El Region 
rekombinanter, rep likat ions def izienter Adenoviren (Abb. 
2) konnte unter Verwendung von Markergenen (Lucif erase) 
die Uberlegenheit dieses Promotorsystems in Abwesenheit 
von Doxycyclin gegenuber dem in der adenoviralen 
Gentherapie weit verbreiteten Cytomegalovirus -Promotor 
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(CMV) gezeigt werden (Abb. 3) . Die Genexpression war 
dabei etwa 2 Logstufen hdher. Diese Ergebnisse belegen 
eine ausreichende Genexpression mit diesem 3r Promotor- 
System und legen die Vermutung nahe, dass eine gegenuber 
dem CMV reduzierte virale Dosis zur vergleichbaren 
Trans genexpression fuhrt. Eine' Reduktion der Expression 
unerwunschter adenoviraler Proteine ware die Folge. In 
Gegenwart von Doxycyclin konnte dann eine uber 2400 -f ache 
Suppression der Lucif erase-Genexpression erzielt werden. 
Diese Ergebnisse fuhrten zur Entwicklung von rekombi- 
nanten Adenoviren zur autoregulierten und Doxycyclin- 
supprimierbaren Expression eines murinen Zytokines 
(murines sc-IL12) . In einer Vielzahl verschiedener Tumor - 
modelle ist der antitumorale Effekt von Interleukin- 12 
bereits gezeigt worden (5, 6) . Mit Hilfe dieser Adeno- 
viren konnte in vitro in verschiedenen Karzinomzelllinien 
(Kolonkarzinom, Pankreaskarzinom, Hepatozellulares Karzi- 
nom, Blasenkarzinom, Mamma- und Cervixkarzinom und 
Myelom) eine sogar bis zu 60 00 -f ache Suppression der 
Genexpression gezeigt werden (Abb. 4) . Entsprechend der 
Markergenexpression war die nicht supprimierte Zytokin- 
genexpression, abgesehen von der Myelom- Zelllinie, dem 
konventionellen Cytomegalovirus -Promotor urn 17 bis 4200- 
fach uberlegen. Eine Doxycyclin-abhangige Suppression der 
Expression des TetR-VP16 Pusionsproteins konnte nach 
adenoviraler Infektion von HT29 Kolonkarzinom- Zellen^ im 
Westernblot nachgewiesen werden (Abb. 5) . Interleukixu-12 
stimuliert in T-Lymphozyten die Expression von Inter- 
feron^. Diese interferon-y-Produktion als Ausdruck der 
Bioaktivitat von Interleukin- 12 kann ebenfalls nach 
Infektion von HT29-Zellen hochsignif ikant durch Zugabe 
von Doxycyclin inhibiert werden (Abb. 6) . 



Die von uns entwickelten rekombinanten Adenoviren ermog- 
lichen eine sehr hohe, sogleich aber hoch signif ikant 
supprimierbare Genexpression durch Zugabe pharmakologi- 
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scher Doxycyclin-Konzentrationen. Diese Adenoviren werden 
die Sicherheit experimental ler gentherapeuti scher Ansatze 
bei der adenoviralen Expression von Zytokinen und .er 
damit erwunschten Aktivierung einer zellularen antitumo- 
ralen Immunantwort wesentlich. verbessern. , 
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Patentanspriiche 

1. Rekombinanter viraler Vektor, dadurch 
gekennzeichnet, dass er einen bicistronischen 
Promotor enthalt und er geeignet ist, zur 
Genexpression ein Tetracyclin-Repressor / VP16- 
Transaktivator-Fusionsprotein zu erzeugen. 

2. Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Virus ein Adenovirus, ein Adenoassoziiertes 
Adenovirus (AAV) , ein Retrovirus, insbesondere ein 
Humane s Immundef izienzvirus (HIV) , ein Herpes 
Simplex Virus, ein Hepatitis -B Virus oder ein 
Hepatitis C-Virus ist. 

3 . Vektor nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch 
gekennzeichnet, dass in die El- und/oder die E3- 
Region eines rekombinanten Adenovirus ein 
Tetracycline und Doxycyclin-regulierbares System 
einkloniert ist. 

4. Vektor nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
ferner ein Tet-Operator zur Bindung des Tetracyclin- 
Repressor / VP16-Transaktivator Fusionsproteins 
integriert ist. 

5. Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Tet -Operator in die El -Region integriert ist und 
der Tet-Operator von zwei Promotoren flankiert ist. 
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Vektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
einer der f lankierenden Promotoren zur Expression 
eines Tetracyclin-Repressor / VP16-Transaktivator 
Fus i onspr o t e ins di ent . 

Vektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
einer der f lankierenden Promotoren zur Expression 
eines Lucif erase-Genes , eines Fluoreszenzprotein- 
Genes, eines Interleukin-12 Genes, eines 
Interleukin-18 Genes, eines lnterleukin-2 Genes, 
eines single-chain Interleukin-12 Genes, eines Tumor 
Nekrose Faktor cc-Genes, eines interferon-y Genes oder 
eines Interleukin-12 Genes dient. 

Vektor nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Interleukin-2-, Interleukin-12-, single-chain 
Interleukin-12- und Interleukin-18 -Gen ein humanes 
Interleukin-2-, Interleukin-12-, single-chain 

Interleukin-12- und Interleukin-18 -Gen ist. 

Vektor nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
einer der f lankierenden Promotoren zur Expression 
eines Genes zur Apoptose-Induktion, des BAX Geses, 
des FAS-L Genes, eines Suizid-Genes , eines Thymidin- 
Kinase-Genes, eines Cytosin-Deaminase -Genes oder 
eines S-Galaktosidase- Genes dient. 

Verfahren zur in vi tro-Genexpression in eukaryoten 
Zelllinien, dadurch gekennzeichnet, dafi man zur 
Genexpression rekombinante Vektoren nach den 
Anspruchen 1. bis 9 verwendet, bei denen die 
Genexpression durch einen bicistronischen Promotor 




vermittelt und zur Genexpression ein Tetracycline 
Repressor / VP16-Transaktivator-Fusionsprotein 
erzeugt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
dass man zur Regulation der Genexpression 
Doxycyclin, Tetracyclic Oxytetracyclin, 
Chlortetracyclin, Demeclocyclin, Methacyclin, 
Minocyclin , verwendet . 

12. Verfahren nach Anspruch 10 und 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man Tet-Repressor-Fusionsproteine zur 
Tetracyclin-supprimierbaren Genexpression verwendet. 

13 . Verfahren nach Anspruch 9 und 10 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man Tet-Repressor-Mutanten-Fusions- 
proteine zur Tetracyclin-aktivierbaren Genexpression 
verwendet . 

14. Verwendung der Vektoren nach den Anspruchen 1 bis 9 
in der Gentherapie. 

15 . Verwendung nach Anspruch 14 zur Gentherapie maligner 
Erkrankungen . 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 
daS die maligne Erkrankung ein solider Tumor ist. 
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Prinzip der autqregulierten, Tetracyclin-abhangigen 
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Adenovirale Vektorkarte . Die autoregulierte und Tetra- 
cyclin-supprimierbare Kassette ist in die El-Region 
rekombinan t e r und r epl ikat ionsde f i z i.ent er Adenovir en klo - 
niert worden. Ein Intron oberhalb des p4 0 .Linker .p3 5 ^ 
Genes zur Expression eines h umanen single-chain Inter- -33 ' 
leukin-12 soil kryptisches Slicing verhindern und zur 
StabilitatderRNAbeitragen. 
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VergleichadenoviralerGenexpressionunterVerwendungdes 
Doxycyclin-regulierbaren 3r Promotor uriddes Cytomegalo- 
virus -Promotors (CMV) nach Inf ektion von humanen Kolon- 
karzinom-Zellen (HT29) mitm. o . i - vonlbislOO . 
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Interleukin-12 Genexpression nach adenoviraler Inf ektion 
verschiedenerKarzinom-Zelllinien. 
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Westernblot Analyse infizierter HT2 9 Zellen mit 
Ad.3r.scIL12 in An- und Abwesenheit von Doxycyclin. 
Nachgewiesen wurde eine m.o.i. und Doxycyclin-abhangige 
Expression beider Komponenten des TetR/VP16 Fusions- 
proteins . 
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Nachweis der Bioaktivitat von IL-12 nach Inf ektion von 
HT29 Zellen mit Ad. CMV-p40. IRES. p35 zur Cytomegalo virus- 
kontrolliertenGenexpressionsowieAd. 3r-scIL12 +/-Doxy- 
cyclin. 
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Die Erf indung betrifft rekombinante adenovirale Vektoren, 
die durch Doxycyclin hochef f izient supprimiert werden 
koiinen sowie deren Verwendung zur Durchfuhrung einer 
Genexpression in eukaryoten Zellen, insbesondere im 
Rahmen einer Gentherapie . 
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